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摘要 : WEE (Amomum) 隶属 于 姜 科 ， 全 属 约 150 种 ,我 国有 39 种 。 该 属 多 种 植物 可 作 药 物 或 香料 ， 
但 目前 砂 仁 属 的 分 类 还 不 清楚 ,准确 鉴定 物种 有 很 大 难度 。 本 研究 利用 DNA barcoding 技术 ， 对 砂 仁 属 
50 种 121 个 个 体 的 matK 、rbcL-a 、trnH-psbA 序列 及 其 不 同 组 合 进行 比较 ， Taxon DNA 计算 种 间 、 
种 内 barcoding gap， 运 用 相似 法 的 BLASTn 计算 条 码 的 正确 鉴定 率 ， 筛 选 适合 砂 仁 属 的 条 码 片 段 。 结 果 
显示 : 所 有 条 码 的 barcoding gap 均 不 存在 ; matK 的 正确 鉴定 率 高 于 trn H-psbA 和 rbcL-a， 联 合 片 段 的 
条 码 正确 鉴定 率 高 于 单 片 段 条 码 ， 三 个 片段 联合 条 码 的 正确 鉴定 率 最 高 。 因 此 ， 推 荐 matK 十 rbcL-a + 
trn H-psbA 作为 砂 仁 属 物种 鉴定 的 候选 条 码 。 

关键 词 : 砂 仁 属 ; DNA É; matK; rbcL-a; trnH-psbA ; matK + trnH-psbA + rbcL-a 
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Screening Potential DNA Barcode Regions 
in Amomum (Zingiberaceae) 


YANG Zhen-Yan"", ZHANG Ling!” 


(1 Xishuangbanna Tropical Botanical Garden. Chinese Academy of Science. Mengla 666303. China; 
2 Graduate University of Chinese Academy of Sciences. Beijing 100049, China) 


Abstract; Amomum contains 150 species. and 39 of them are found in China. Many Amomum species are 
used in traditional Chinese medicines and favorite food condiment. The intrageneric classification of this genus 
is largely unclear, and the accurate identification of species is difficult. DNA barcoding is a technique to iden- 
tify species using standardized DNA region. The COI sequence has been successfully used to identify animal 
species. Unfortunately. there are no universally accepted barcode systems for plants. This study compared 
the each three candidate plastid regions ( matK , rbcL-a, trnH-psbA ) and the combined data ( matK + 
rbcL-a, matK--trnH-psbA , rbcL-a + trnH-psbA, matK + rbcL-a + trn H-psbA ) among 121 accessions 
representing 50 species of the genus. In order to screen out the suitable barcode for identifying the species of 
Amomum , Taxon DNA was used to estimate the barcoding gap between interspecific and intraspecific dis- 
tances, and BLASTn was used to calculate the rate of correct identification. The results indicated that there 
was no DNA barcode gap in three loci. The correct identification of matK was higher than that of trnH-psbA 
or rbcL-a, the combined data has higher correct identification than that of single one. and the three-locus 
combined data showed the greatest level of species discrimination. To sum up. matK 十 rbcL-a 十 trnH-psbA 
can be considered as a potential barcode for identifying the species of Amomum. 
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wE (Amomum L.) 是 姜 科 (Zingiber- 
aceae) 的 第 二 大 属 ， 约 150 余 种 ， 主 要 分 布 于 
亚洲 、 大 洋 洲 的 热带 地 区 ， 我 国有 39 种 (Wu 
and Larsen，2000) 。 本 属 植物 多 为 常 绿 草本 ， 多 
生长 在 潮湿 森林 的 林 窗 和 林 际 处 ， 也 有 少数 较 小 
的 附 生 种 (Sakai and Nagamasu，1998)。 本 
中 很 多 种 可 供 药 用 或 作 香 料 ， 能 祛 风 止痛 ， 健 胃 
消食 (Tsai 等 , 1981). 

砂 仁 属 植物 的 分 类 比较 混乱 ， 直 到 20 世纪 
初 ，Kress 等 (2002) 综合 运用 形态 学 和 分 子 学 
的 手段 建立 了 姜 科 新 的 分 类 系统 ， 把 砂 仁 属 归 在 
山头 亚 科 的 山 姜 族 中 ， 才 确立 了 人 砂 仁 属 的 分 类 位 
E; Xia 等 (2004) 选用 ITS 和 matK 两 个 片段 
阐述 了 砂 仁 属 的 系统 发 育 关 系 ， 并 提出 了 新 的 可 
用 于 砂 仁 属 分 类 的 形态 特征 〈 如 果实 类 型 )。 由 
于 砂 仁 属 种 类 繁多 ， 形 态 结构 的 差异 复杂 ， 花 部 
变异 尤为 多 样 ， 物 种 鉴定 困难 ， 所 以 迫切 需要 一 
种 快速 准确 的 鉴定 砂 仁 属 物种 的 方法 。 

DNA JÉ (DNA barcoding) 是 利用 一 
个 或 少数 几 个 短 的 DNA 片段 (400—800 bp) 
对 地 球 上 现 有 的 物种 进行 快速 、 准 确 的 识别 和 鉴 
定 的 一 项 新 技术 (Tautz 等 ，2002，2003; He- 
bert 等 ，2003a，b) 。 大 量 研 究 结果 证 明了 线 粒 
体 基因 COT 片段 对 动物 物种 的 识别 和 鉴定 切实 
可 行 (Hebert &&, 2004; Hajibabaei 等 ，2006 ; 
Yoo F, 2006; Yancy 等 ，2008) ， 但 由 于 线粒体 
基因 在 植物 中 进化 要 比 动物 慢 的 多 ， 不 适合 做 植 
物 的 条 形 码 (Kress 等 , 2005)， 所 以 大 家 把 目光 
转向 叶绿体 和 核 基 因 。 由 于 核 基 因 组 通常 具有 多 
拷贝 的 特性 ， 且 物种 内 变异 较 大 ， 引 物 通用 性 
差 ， 并 且 扩 增 时 对 模板 DNA 的 质量 要 求 高 ， 不 
适用 于 存在 DNA 降解 的 材料 (Kress 等 ， 
2005)， 因 此 ,植物 中 最 可 能 的 条 形 码 还 是 从 叶 
绿 体 基因 组 中 选择 (Chase 等 ,2005; Cowan 等 ， 
2006 ) 。 

植物 条 形 码 片 段 的 筛选 已 经 做 了 大 量 的 工作 
(Chase 等 ，2007; Kress and Erickson, 2007; 
Pennisi, 2007; Erickson &&, 2008; Lahaye 等 ， 
2008; Liu 等 ,2010)， 但 通用 于 植物 的 条 形 码 片 
段 仍 存在 很 多 争论 ， 目 前 比较 一 致 的 观点 是 ， 适 
用 于 植物 界 的 条 形 码 将 会 是 两 个 或 多 个 片段 的 组 
4 (Kress and Erickson. 2007; Fazekas 等 ， 
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2008; Hollingsworth “, 2009), ， 如 较 保 守 的 编 
码 基因 rbcL-a 、 进 化 较 快 的 matK 的 部 分 片段 和 
非 编 码 基 因 trn H-psbA (Kress 等 ，2009 ) 。 

本 研究 通过 对 砂 仁 属 50 个 种 121 个 个 体 的 
matK 、rbcL-a 和 trnH-psbA 及 不 同 片段 组 合 的 
比较 ， 尝 试 筛选 一 条 适用 于 该 属 植物 的 DNA Bar- 
coding 鉴定 片段 或 片段 组 合 。 男 外 ， 本 研究 选用 
短期 分 化 物种 较 多 的 姜 科 材料 ， 并 在 种 的 水 平 上 
检验 “生命 条 码 联 盟 ”(CBOL) 提出 的 核心 片段 ， 
这 对 植物 条 码 片段 的 筛选 有 一 定 的 推进 作用 。 











1 材料 与 方法 
1.1 材料 

本 实验 以 Kress 等 (2002) 的 新 的 姜 科 分 类 系统 和 
Xia 等 (2004) 砂 仁 属 系统 研究 为 基础 ， 共 采集 123 个 实 
IAA HEPAT (Alpinia galanga (L.) Willd) 2 个 
个 体 为 外 类 群 ， 砂 仁 属 材料 50 个 种 121 个 个 体 为 内 类 
群 。 另 从 GeneBank 上 获得 13 条 序列 C11 条 matK 序 
列 ，2 条 rbcL-a 序列 ) 。 

实验 材料 大 部 分 是 经 硅胶 快速 干燥 的 叶片 ， 少 部 分 
是 DNA 原液 ， 主 要 有 三 个 来 源 ， 多 数 来 自 夏 永 梅 女士 
野外 采集 的 材料 ， 一 部 分 采 自 中 国 科学 院 西双版纳 热带 
植物 园 姜 园 的 栽培 植株 ， 还 有 小 部 分 为 美国 Smithsonian 
Institution 的 W. John Kress 博士 提供 ， 和 凭证 标本 分 别 存 
放 于 中 国 科学 院 西 双 版 纳 热带 植物 园 标本 馆 (HITBC) 
和 美国 国家 标本 馆 (CNMNH) 。 
1.2 实验 方法 

总 DNA 提取 采用 改良 的 CTAB 法 (Doyle and 
Doyle. 1987), PCR 扩 增 反应 在 PERKIN ELMER (PE) 
9600 或 9700 型 PCR 仪 上 进行 。matK trnH-psbA 和 
rbcL-a 三 个 DNA 片段 扩 增 反应 程序 均 采用 : 97C 预 变 
HE 4 min, 94°C 28¥E 1 min, 52/C3H K 1 min, 72°C &EfRI 1 
min, 32 Ja. 72°C 延伸 10 min， 根 据 具 体 情 况 而 
略 有 变动 。 扩 增 反应 采用 25 pl 的 反应 体系 ,包括 2.5 
mmol * L'ffj 10 X buffer 已 加 入 镁 离子 ，0.2 U 的 Taq 
聚合 酶 ，250 uM 的 dNTPs， 正 反 向 引物 浓度 各 为 0.2 
pmol* L’, ARH 80 ng 的 模板 DNA, PCR 产物 经 琼 
脂 糖 凝 胶 电泳 检测 合格 后 ， 用 上 海 生 工 生物 工程 技术 服 
务 有 限 公 司 的 纯化 试剂 盒 纯 化 以 备 测序 反应 之 用 。 

扩 增 引物 同时 作为 测序 引物 ， 利 用 正 反 向 引物 分 别 
对 两 条 链 测 序 ( trnH-psbA 采用 双向 测序 ，matK 和 
rbcL-a 采用 单 向 测序 )， 反 应 依据 双 脱 氧 链 终 止 法 
(Sang 等 ，1997)。 测 序 反 应 在 PE9600 或 9700 型 PCR 
仪 上 进行 ， KAS pl 的 反应 体系 ， 包 括 : 1 pl 的 测序 mix 
(PE 公司 的 Bigdyev3. 1 测序 试剂 盒 )，0.5 pl 的 测序 引物 ， 
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1 ul Bj PCR 纯化 产物 和 2.5 ul WARK, CERERI OU: 
95°C 预 变性 4 min; 96'C ZEE 10 s, 50 'C3B A 5 s, 60°C XE 
伸 4 min, 4 33 个 循环 。 反 应 产物 经 95% 乙 醇 十 乙酸 钠 
沉淀 30 min， 之 后 用 70% 乙 醇 150 ml 洗 洪 ,干燥 后 加 入 
15 pl 的 变性 剂 充分 溶解 ,经 95 变性 4 min Jr E Ff. 在 
ABI3700 型 自动 测序 仪 上 进行 检测 。 

序列 编辑 和 拼接 应 用 Lasergene v7. 1 软件 中 的 Seq- 
Man (DNASTAR Inc., Madison, USA; 
Burland, 2000) 完成 。3 个 叶绿体 DNA 序列 数据 进行 单 
独 及 联合 序列 矩阵 构建 ， 在 EditPlus 中 将 不 同 DNA Jf 
列 矩 阵 结合 形成 联合 矩阵 ， 和 矩阵 中 去 除 只 有 一 个 样本 的 
种 ， 旦 在 构建 联合 矩阵 时 ， 如 果 某 个 体 只 有 一 条 ( 当 两 
^ DNA 序列 矩阵 结合 时 ) 序列 或 两 个 〈 当 三 个 DNA JF 
FFE REE AAT) 序列 ， 此 个 体 也 被 去 除 ， 因 为 序列 矩阵 
的 大 小 对 正确 鉴定 率 的 影响 是 次 要 的 (Hollingsworth 
等 ,2009) 。 利 用 Clustal X2 (Larkin 等 ，2007) 对 和 矩阵 
进行 自动 排序 ， 并 利用 Bioedit (Hall, 1999) 与 测序 峰 
图 进行 人 工 校对 。 对 单 片 段 及 片段 组 合 进行 分 析 ， 采 用 
邻接 法 (neighbor-joining, NJ) 构建 基因 树 。 邻 接 法 分 析 
在 PAUP' 4. 0b10 (Swofford, 2002) 中 和 运行， 邻接 法 采用 
自 展 分 析 (Bootstrap analysis), 1000 次 抽样 ， 根 据 抽样 
自 展 值 (Bootstrap value. BS) 评估 分 支 的 可 靠 性 。 

Barcoding gap 是 检验 DNA 条 形 码 的 一 个 指标 ， 即 
理想 的 条 形 码 检 测 到 的 同属 内 种 间 遗 传 变 异 应 显著 大 于 
种 内 遗传 变异 ， 形成 一 个 明显 间隔 区 (Meyer and 
Paulay, 2005; Lahaye 等 ，2008)。 该 检验 采用 Meier 等 
(2006) 开发 的 TaxonDNA 软件 结合 一 般 的 统计 软件 完 
成 ， 用 柱 形 图 呈现 种 间 、 种 内 的 遗传 距离 的 分 布 频 度 
( 宁 淑 萍 等 , 2008)， 然 后 采用 中 位 数 和 Wilcoxon 双 样 本 
检验 (http: //www. fon. hum. uva. nl/Service/Statistics. 
html) 进行 不 同 条 码 种 间 、 种 内 距离 的 差异 显著 性 检验 
(Liu 等 ，2010) 。 
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采用 BLASTn (Altschul 等 , 1997) 计算 种 水 平 上 的 
正确 鉴定 率 (Correct Identification. CD. ， 将 每 个 片段 及 
片段 组 合 的 序列 和 矩阵， 经 BLAST 格式 化 成 为 一 个 数据 
库 ， 这 样 每 个 序列 矩阵 就 成 为 了 一 个 Query 和 一 个 Data- 
base， 每 个 Query 分 别 在 对 应 的 Database 进行 搜索 比 对 。 
在 某 条 序列 的 比 对 结果 中 ， 如 果 除 了 这 条 序列 ， 这 个 种 
的 其 它 个 体 得 到 了 最 高 分 就 认为 这 个 种 在 种 水 平 上 鉴定 
正确 (Kress 4, 2009); 如 果 没 有 得 到 最 高 分 数 或 是 与 其 
它 的 种 混在 一 起 ， 就 认为 这 条 序列 在 种 水 平 上 鉴定 错误 。 

同时 ， 正 确 鉴定 率 的 计算 还 参考 了 Hollingsworth 
等 (2009) 的 “ 同 种 个 体 分 组 聚 类 ”标准 ， 即 是 将 NJ 
树 上 同 种 的 个 体 聚 成 一 枝 认 为 就 是 正确 鉴定 到 种 ， 相 
反 ， 如 果 种 间 个 体 的 序列 没有 差异 ,或 是 NJ 树 上 某 种 
的 一 个 个 体 没 有 和 这 个 种 的 其 他 个 体 聚 成 一 校 ， 就 认为 


是 鉴定 错误 。 

































































2 结果 

本 研究 获得 砂 仁 属 及 其 外 类 群 的 三 个 叶绿体 
片段 CmatK ,. rbcL-a 和 trnH-psbA ) 的 序列 ， 
对 这 些 序列 的 单独 和 矩阵 和 不 同 联合 矩阵 的 相关 数 
据 进行 分 析 ， 结 果 如 下 : 
2.1 不 同 片 段 的 PCR 和 SEQ (sequencing) 的 成 功率 

三 个 片段 在 种 水 平 (50 个 ) 和 个 体 水 平 (121 
^) 上 的 PCR 及 SEQ 的 成 功率 都 偏 低 ， 旦 均 为 
rbcL-a 的 最 高 ，trnH-psbA 的 次 之 ，matK 的 最 
Ik (GRE D, rbcL-a 和 matK 两 片段 采用 单 向 引 
物 测 序 ， 有 二 > 90% 的 序列 一 次 性 测序 成 功 ， 
trnH-psbA 因为 需要 正 反 向 引 物 两 端 测 序 ， 约 
80% 序 列 一 次 性 测序 成 功 。 不 同 片 段 的 PCR 和 
SEQ 的 成 功率 主要 受到 所 选 片段 引物 通用 性 影响 ， 

















表 1 不 同 片段 及 其 不 同 组 合 的 PCR 和 SEQ (sequencing) 结果 比较 
Table 1 Comparison of PCR and sequencing (SEQ) results from different loci and combined data sets 
H-psbA 十 K H-psbA K bcL- 
fh psbA ibda MatK trn H-ps matK 十 trn H-ps matK 十 rbcL-a 
rbcL-a rbcL-a + matK + trn H-psbA 
PCR SEQ PCR SEQ PCR SEQ Either Both Either Both Either Both Either Both 
£ ` ` PCR SEQ PCR SEQ PCR SEQ PCR SEQ 
NO. of - " E 
: ERAS 35 35 38 38 33 33 38 35 38 33 38 33 38 33 
species (50) * 
Percent (94) 70 70 76 76 66 66 76 70 76 66 76 66 76 66 
NO. of 
100 99 102 102 9] 91 102 99 102 91 100 91 102 91 
samples (121) 
Percent (%) 82.64 81.82 84.30 84.30 15.21 75.21 84.30 81.82 84.30 75.21 82.64 75.21 84.30 75.21 
Mean length 868 # 463 771 —— —— —— —— 


* 50 个 种 是 已 经 确定 的 种 个 体 数 ， 








材料 中 还 有 28 个 个 体 只 确定 到 属 。# 868 bp 长 度 包括 了 gap 的 长 度 。 


* 50 certain species, 28 uncertain species. #868 bp include gaps 
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同时 也 受到 种 内 不 同居 群 个 体 间 差 异 的 影响 ， 而 
两 个 或 三 个 片段 组 合 的 PCR 和 SEQ 的 成 功率 主 
要 受 低 成 功率 片段 的 影响 。 根 据 目 前 的 研究 ， 植 
物 条 码 将 很 可 能 是 一 个 多 片段 的 组 合 ， 这 就 对 每 
个 候选 片段 的 引物 通用 性 要 求 更 高 ， 尤 其 是 现在 
很 看 好 的 matK 片段 ， 人 迫切 需要 开发 出 高 通用 性 
的 引物 。 
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2.2 种 间 与 种 内 的 Barcoding gap 

Barcoding gap 通过 计算 得 到 种 间 、 种 内 的 
K2P (Kimura 2-parameter) 距离 ， 人 然后 用 频率 
直方 图 表示 (图 1)， 采 用 中 位 数 和 Wilcoxon XX 
样本 检验 的 方法 进行 差异 显著 性 检验 CK 2). 
检验 结果 显示 ， 种 间 与 种 内 K2P 距离 有 显著 性 
差异 ， 但 单 片 段 和 片段 组 合 的 种 间 、 种 内 距离 都 
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F: matK--rbcL-a-d-trnH-psbA 。X 轴 表示 K2P BEES. Y 轴 表 示 是 出 现 的 累计 频率 


Fig. 1 
A: matK ; B: rbcL-a; C: 


trnH-psbA; D: matK + rbcL-a 


The frequency distribution of inter- and intra-specific Kimura 2-parameter (K2P) distances for six candidate loci 


; E: matK + trnH-psbA ; F: matK + rbcL-a+trnH-psbA. 





The X axis relates to the K2P distances. and the Y axis corresponds to the number of occurrences 
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表 2 不 同 片段 及 不 同 片段 组 合 的 种 间 种 内 距离 的 差异 显著 性 检验 


Table 2 Significance tests of divergence on inter-versus intra-specific distances of each locus and different loci combination 





Region Median test Wilcoxon two-sample test 

matK # A=73 $#B=73, Median—1. 07, p«— 1. 13e-31 # A=73 # B—73, W=2772, p=3. 426e-24 
rbcL-a # A—67 X B-—67. Median=0. 354, p —8. 74e-26 # A-—67 #B=67, W=2435, p«— 1. 614e-20 
trn H-psbA + A—63 #B=63, Median=0. 858, p< —7. 74e-25 # A—63 # B—63, W=2097, p<=1. 641e-20 


matK 十 rbcL-a 
matK + trn H-psbA 
matK + rbcL-a + trnH-psbA 


# A—58 #B=58, Median=0. 831, po —4. 03e-25 
# A=58 € B—58, Median— 1. 09, p< =2. 78e-24 
# A=58 #B=58, Median—0. 919, p«c— 1. 79e-23 


4 A—58 € B—58, W=1769, po=3. 165e-19 
4 A—58 € B—58, W=1766, po=2. 723e-19 
# A=58 # B—58. W=1769, p-—3. 165e-19 


没有 表现 出 显著 的 gap 〈 即 明显 的 间隔 区 )， 如 
图 1 所 示 ， 各 个 条 码 的 种 间 、 种 内 距离 都 有 很 多 
重生 区 ， 且 有 很 多 种 间距 离 为 0， 在 单 片 段 条 码 
中 表现 更 明显 尤其 是 rbcL-a 。 虽 然 没 有 显著 的 
barcoding gap， 但 单 片 段 中 matK 以 及 联合 片段 
中 matK 十 rbcL-a 十 trnH-psbA 的 种 间 、 种 内 距 
离 的 重 释 区 仍 是 最 小 的 ， 这 说 明 单 片段 条 码 中 
matK 表现 最 好 ， 联 合 片 段 条 码 中 matK 十 rbcL- 
a 十 trnH-psbA 表现 最 好 。 
2.3 不 同 片 段 和 联合 片段 的 正确 鉴定 率 (CI) 

单 片 段 的 正确 鉴定 率 以 matK 为 最 高 ， 且 明 
显 高 于 trnH-psbA 和 rbcL-a 。 当 正确 鉴定 率 乘 
上 PCR 的 成 功率 后 ， 三 个 片段 的 正确 鉴定 率 均 
降低 ， 但 仍 是 matK 表现 最 好 。 与 单 片 段 的 正厅 
鉴定 率 相 比 ， 联 合 片 段 的 正确 鉴定 率 较 高 ， 尤 其 
三 片段 联合 时 即 matK 十 trnH-psbA 十 rbcL-a 的 
正确 鉴定 率 最 高 (59.6590) R3). 

当 参 考 Hollingsworth 等 (2009) 的 “ 同 种 
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由 此 我 们 可 以 看 出 ， 无 论 采 用 哪 一 种 计算 方 
法 ， 本 研究 中 matK, rbcL-a 和 trnH-psbA = Fr 
段 的 联合 条 码 的 正确 鉴定 率 均 为 最 高 ， 但 由 于 联 
合 片 段 条 码 较 单 片 段 条 码 受 PCR 扩 增 成 功率 和 
测序 成 功率 的 影响 更 大 ， 所 以 高 效 通 用 引物 的 开 
发 将 是 下 一 步 工 作 的 重点 。 








3 Wit 

H DNA Barcoding 提出 以 来 ， 无论 开始 提 
出 的 单 片 段 ， 还 是 现在 提出 的 联合 片段 ， 都 存在 
着 很 多 的 争论 ， 至 今 仍 然 没 有 找到 适合 植物 的 条 
形 码 片段 或 组 合 。 以 往 的 研究 多 对 所 筛选 片段 的 
正确 鉴定 率 和 引物 通用 性 进行 了 检验 比较 ， 本 研 
究 也 是 从 这 两 个 方面 对 所 选 的 实验 片段 进行 评 
价 ， 以 往 研 究 多 基于 高 阶 分 类 单元 CH. BOOK 
平 )， 而 本 研究 则 侧重 于 同一 属 不 同 种 的 比较 。 

本 研究 中 三 个 片段 的 PCR 和 SEQ (Sequen- 
cing) 的 成 功率 均 表 现 为 保守 的 编码 基因 rbcL-a 

















个 体 分 组 聚 类 ”标准 时 ,分辨 力 最 好 的 是 
matK 、rbcL-a 和 trnH-psbA 联合 矩阵 的 NJ 树 
(图 2) 。 从 图 中 可 以 看 出 ， 很 多 种 聚 在 了 同一 个 
分 支 上 ， 如 A. yunnanense ， 这 种 情况 下 就 很 清 
楚 的 鉴定 到 种 ， 但 是 也 有 几 个 种 聚 在 一 个 校 上 ， 
如 A. microcarpum 和 A. neoaurantiacum ， 这 种 
情况 下 如 果 单 纯 的 依据 条 形 码 就 很 难 鉴定 到 种 。 
这 种 方法 的 结果 和 BLASTn 的 结果 基本 相同 ， 
三 片段 组 合 条 码 的 正确 鉴定 率 是 最 高 的 。 














最 高 ， 非 编码 基因 trnH-psbA 次 之 (含有 多 个 
Poly A 结构 )， 而 进化 较 快 的 matK wk CR 
1)， 这 与 以 往 的 研究 结果 是 一 致 的 (Kress and 
Erickson, 2007; Fazekas 等 ，2008; Kress 等 ， 
2009) 。 在 我 们 的 实验 结果 中 ， 三 个 片段 的 PCR 
的 成 功率 均 较 低 ， 这 可 能 是 因为 本 研究 所 用 的 实 
验 材料 由 多 方 提供 ， 有 硅胶 材料 也 有 DNA Jii 
液 ， 由 于 保存 已 久 或 保存 不 当 等 原因 ， 影 响 了 
PCR 的 成 功 扩 增 率 。 由 此 可 以 看 到 ，PCR 的 成 功 


























表 3 ”不 同 片 段 及 不 同 片 段 组 合 的 正确 鉴定 率 


Table 3 Frequency of correct identification (CD % of each locus and loci combination 


Frequency of correct identification ( 4) 





Measure 





matK trn H-psbA rbcL-a matK +rbcL-a matK + trnH-psbA matK + trnH-psbA + rbcL-a 
CI only (%) 175.34 52. 38 27.54 75. 86 75. 86 79. 31 
Recovery * CI (%) 56.67 42. 86 23. 21 57.06 57. 06 59. 65 
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图 2 叶绿体 matK 、rbcL-a f trnH-psbA 联合 矩阵 分 析 得 到 砂 仁 


Fig.2 The neighbor-joining tree based on the combined database of c 
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Amomum aft 1XYM057 

. aft 2X YMO77 

. aft 3X YM097 

. scarlatinum 1XYM368 1 

. scarlatinum 2X YMI55 

. scarlatinum 2X YM368 2 
microcarpum 1XYM174 
neoaurantiacum 3X YM363 2 
. microcarpum 2XYMI81 
neoaurantiacum 2X YM363 1 
neoaurantiacum 1X YM156 
quadratolaminare 2X YM366 1 
quadratolaminare 6X YM381 1 
quadratolaminare 3X YM366 2 
quadratolaminare 4X YM366 3 
compactum 1XYM160 

. compactum 2X YM200 

. koenigii IXYM224 

koenigii 3X YM359 2 
koenigii 2X YM359 1 
koenigii 4X YM359 3 
yunnanense? 3X YM145 
yunnanense 2X YM387 1 
yunnanense 1X YM145 
verrucosum 3X YM386 2 
verrucosum 4X YM168 
verrucosum 2X YM386 | 
verrucosum 1X YM226 

. capsiciforme 1X YM147 

. capsiciforme 2XYM376 1 
A. glabrum 2XYM358 1 

A. menglaense 4X YM362 3 

A. glabrum 1XYM153 

A. drervanh? 2XYM199 

A. menglaense 2X YM362 1 

A. menglaense IX YM186 

A. menglaense 3X YM362 2 

. krervanh 1XYM360 1 

. longipetiolatum 1XYM015 

. longipetiolatum 3X YM179 

. longipetiolatum 2X YM180 

. sericeum 1XYM162 

. sericeum 2X YM369 1 
maximum 2X YM361 1 
purpureorubrum 2X YM149 
maximum 3XYM361 2 

. compactum 3XYM357 1 
maximum 1XYM150 
purpureorubrum 1XYM139 
. subcapitatum 18XYM377 1 
. Subcapitatum 1XYM142 

. subcapitatum 10XYM095 

. subcapitatum 15XYM373 1 
. Subcapitatum 2XYM385 1 
A. repoeense 1XYM367 1 

A. repoeense 4X YM367 4 

A. repoeense 2XYM367 2 

A. repoeense 3X YM367 3 
Alpinia galanga 2XYM308 1 
Alpinia galanga 3X YM308 2 
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>>>. RD- DBR >p D 


属 的 NJ 树 (分 支 上 显示 高 于 50% 支 持 率 ) 
pDNA data (matK. rbcL-a and trnH-psbA ) 





for Amomum. Bootstrap values over 50% were shown above the branches 
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率 除 了 受到 通用 引物 和 不 同居 群 个 体 间 差异 的 影 
响 外 ， 还 受到 DNA 质量 的 影响 。 

在 我 们 所 评价 的 三 个 单 片 段 中 ，matK 是 表 
现 最 好 的 单 片 段 条 码 (X 3)， 这 与 Kress 等 
(2009) 和 Hollingsworth 等 (2009) 的 人 研究 结 
果 相 同 。CBOL Plant Working Group 在 2009 年 
也 已 经 把 matK 定 为 植物 条 形 码 的 核心 片段 。 虽 
然 matK 片段 鉴定 率 很 高 ， 但 由 于 其 较 低 的 PCR 
扩 增 率 ， 影 响 到 了 最 终 的 正确 鉴定 率 ， 所 以 尽快 
开发 出 适合 于 matK 的 高 通用 性 引物 ， 才 能 将 
matK 广泛 应 用 于 植物 条 码 的 各 大 项 目 中 (La- 
haye 等 ，2008; CBOL Plant Working Group， 
2009), Mi rbcL-a 的 正确 鉴定 率 很 低 ， 也 同样 说 
明了 此 片段 多 可 运用 在 目 、 科 水 平 的 鉴定 上 
(Hollingsworth 等 ，2009; Liu 55. 2010). 

在 联合 片段 中 ，matK + rbcL-a + trn H- 
psbA 三 个 片段 联合 的 条 码 的 正确 鉴定 率 高 于 任 
何 单 片 段 和 两 片段 联合 的 条 人 码 ， 这 也 与 Kress 等 
(2009) 和 Hollingsworth 等 (2009) 的 研究 结 
果 一 致 。 与 以 往 研 究 相 比 ， 此 三 片段 联合 作为 条 
码 的 正确 鉴定 率 在 本 研究 中 略 低 ， 可 能 是 由 于 本 
实验 是 基于 属 下 的 不 同 种 的 鉴定 ， 而 且 姜 科 植 物 
本 身 也 存在 较 多 近期 分 化 的 物种 ， 所 以 这 种 结果 
是 可 以 理解 的 ,况且 DNA 条 形 码 能 否 适用 于 近 
缘 和 近期 分 化 的 种 的 鉴别 也 是 植物 条 形 码 研 究 中 
最 大 的 争议 点 和 难点 ( 宁 淑 萍 等 ,2008)。 综 上 
所 述 ， 我 们 推荐 matK 十 rbcL-a 十 trnH-psbA 
三 个 片段 联合 的 条 码 作为 砂 仁 属 潜在 的 鉴定 候选 
条 码 。 
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